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บทคััดย่่อ
		  ราสายพัันธุ์์� A5-1 ที่่�คััดแยกจากนาเกลืือ จัังหวััดจัันทบุุรีี สามารถยัับยั้้�ง Vibrio parahaemolyticus (Vp) 

แบคทีีเรีียสาเหตุุโรคกุ้้�งได้้ด้้วยเทคนิิค dual culture จากการจำแนกทางสััณฐานวิิทยาร่่วมกัับอนููพัันธุุศาสตร์์ของลำดัับ

เบสที่่�ตำแหน่่ง SSU rRNA และ 18S rRNA พบว่่าสายพัันธุ์์� A5-1 จำแนกได้้เป็็น Penicillium decumbens ราสามารถ

ผลิิตเอนไซม์์เจลาทิิเนส ไลเปส เซลลููเลส โปรติิเอส และเจริิญได้้ในอาหารที่่�มีีความเข้้มข้้นของเกลืือระดัับต่าง ๆ  

(0-60 psu) จััดเป็็นราทนเค็็ม ใช้้การออกแบบการทดลองแบบแฟคทอเรีียลรวม 36 ชุุดการทดลองเพื่่�อศึึกษาปััจจััยที่่�มีีผล

ต่่อการสร้้างสารยัับยั้้�งวิิบริิโอพบว่่า ทุุกชุุดการทดลองให้้ค่่าโซนใสต่่อการยัับยั้้�ง Vp ดัังนั้้�น pH ความเข้้มข้้นแอมโมเนีียม

และความเค็็มที่่�เพิ่่�มขี้้�นมีีผลต่่อการสร้้างสารของรา โดยชุุดทดลอง T36 (1.0:9:30) ให้้ค่่าของโซนใสยัับยั้้�ง Vp มากที่่�สุุด

เท่่ากัับ 2.56±0.06 ซม. การเจริิญร่่วมกัันในอาหารเหลวพบว่่าที่่�ความเค็็ม 10 และ 20 psu ความเข้้มข้้นของสปอร์์ราที่่� 

7.08x105 สปอร์์/มล. และ 1.36x106 สปอร์์/มล. สามารถลดจำนวน Vp จากเซลล์์เริ่่�มต้้นที่่� 105 CFU/mL ให้้น้้อยกว่่า

หรืือเท่่ากัับ 100 CFU/mL ได้้ตั้้�งแต่่ชั่่�วโมงที่่� 24 และที่่�ความเค็็ม 30 psu ความเข้้มข้้นของสปอร์์ราที่่� 2.47x106 สปอร์์/

มล. และ 2.94x106 สปอร์์/มล. สามารถลดจำนวน Vp จากเซลล์์เริ่่�มต้้นที่่� 107 CFU/mL ให้้น้้อยกว่่า 100 CFU/mL ได้้ที่่�

ชั่่�วโมงที่่� 96 ดัังนั้้�นสามารถประยุุกต์์ใช้้ P. decumbens A5-1 ในการควบคุุมจำนวนของ Vp ในการเพาะเลี้้�ยงกุ้้�งทะเล  

คำสำคััญ : เพนิิซิิลเลีียม ดีีคััมเบน  วิิบริิโอ พาราเฮโมไลทิิคััส  โรคกุ้้�ง

Abstract
		  Fungal strain A5-1 was isolated from solar saltern land in Chanthaburi province that could 

inhibit Vibrio parahaemolyticus (Vp), a bacterial disease of shrimp by the dual culture technique. 

Morphology and molecular genetics identification using SSU rRNA and 18S rRNA gene sequences  

confirmed that the strain A5-1 is Penicillium decumbens that produced gelatinase, lipase, cellulase 

and protease, and showed an ability to grow in the presence of the different NaCl concentrations 

(0-60 psu) that classified as halotolerant fungi. 36 trial experimental sets in factorial design were  

used to determine the factors of anti-Vibrio substances production. All experimental sets showed  

the diameter of clear zone to inhibit Vp; therefore, the increasing of pH, ammonium concentrations 

and salinity had an effect on fungal substances production. The inhibition of maximum diameter of 

2.56±0.06 cm showed in treatment T36 (1.0:9:30). The co-culture in broth presence the salinity of 10 

and 20 psu, at 7.08x105 and 1.36x106 spores/mL of the fungal spore concentration could reduce 

number of Vp from 105 CFU/mL to less than or equal to 100 CFU/mL at 24 hours of incubation time, 
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and at 2.47x106 and 2.94x106 spores/mL of fungal spore concentration could reduce number of Vp 

from 107 CFU/mL to less than 100 CFU/mL at 96 hours of incubation time in 30 psu of salinity in broth. 

Therefore, P. decumbens A5-1 could be applied to control number of Vp in shrimp culture.    

Keywords :	Penicillium decumbens, Vibrio parahaemolyticus, Disease of Shrimp

1. บทนำ
		กุ้้  �งทะเลเป็็นสััตว์์น้้ำที่่�มีีความสำคััญทางเศรษฐกิิจของประเทศไทย ในปีี 2552-2553 มีีผลผลิตกุ้้�งเลี้้�ยงสููงสุุด

ประมาณ 600,000 ตััน แต่่ด้้วยปััญหาปริิมาณกุ้้�งล้้นตลาดสวนทางกัับต้้นทุุนที่่�ปรัับตััวสููงขึ้้�น สภาพอากาศแปรปรวน 

และปััญหาโรคกุ้้�งส่่งผลให้้ราคากุ้้�งตกต่่ำไปทั่่�วโลก ในปีี 2554 ไทยพบการระบาดของโรคกุ้้�งตายด่่วน (Early Mortality 

Syndrome : EMS) เป็็นครั้้�งแรก ในภาคตะวัันออกเรีียกอีีกชื่่�อหนึ่่�งว่่ากลุ่่�มอาการตัับและตัับอ่่อนตายเฉีียบพลััน (Acute 

Hepatopancreatic Necrosis Syndrome : AHPNS) โรค EMS พบในกุ้้�งกุุลาดํํา (Penaeus monodon) และกุ้้�งขาว

แวนนาไม (Penaeus vannamei) กุ้้�งมีีอาการว่่ายน้้ำเฉื่่�อย เซื่่�องซึึม เปลืือกนิ่่�ม ลำตััวมีสีีซีีด เซลล์์ตัับและตัับอ่อนฝ่่อ  

กุ้้�งทยอยตายภายใน 7-35 วััน มีีการตายสููงถึึง 100% ก่่อให้้เกิิดความสููญเสีียทางเศรษฐกิิจมีีสาเหตุุจากเชื้้�อ Vibrio  

parahaemolyticus (Vp) (Chucherd, 2013) เป็็นแบคทีีเรีียแกรมลบ รููปท่่อนโค้้ง ชอบเค็็ม (halophile) ต้้องการเกลืือ

ในการเจริิญและเจริิญได้้ดีีที่่�ความเค็็ม 10-30 psu อุุณหภููมิิที่่�เหมาะสมต่่อการเจริิญ 35-37 ํ ํC และ pH 6-9 พบทั่่�วไป 

ในน้้ำทะเลและอาหารทะเล (Yeung & Boor, 2004) กุ้้�งจะเกิิดการติิดเชื้้�อเฉพาะที่่�ในกระเพาะอาหาร ตัับและตัับอ่่อน 

โดยได้้รัับเชื้้�อจากอาหารสด น้้ำ ขี้้�กุ้้�ง และจากกุ้้�งพ่่อแม่่พัันธุ์์�ในโรงเพาะฟััก (hatchery) สามารถพบเชื้้�อในโรงอนุุบาลกุ้้�ง 

(nursery) ในกุ้้�งระยะ postlarvae (PL) และ Vp มีีแนวโน้้มเพิ่่�มจำนวนมากในกุ้้�งทะเลตััวเต็็มวััยในช่่วงท้้ายของการเลี้้�ยง

ทั้้�งในบ่่อซีีเม็็นต์์และบ่่อดิิน (Yingkajorn et al., 2014) ปััจจุุบัันยัังพบการระบาดของโรค EMS ทั้้�งภาคใต้้และ 

ภาคตะวันัออกการจัดัการทางเคมีแีละทางกายภาพยากต่อ่การยับัยั้้�ง Vp การจัดัการทางชีวีภาพโดยใช้้ราที่่�สามารถเจริญิ

และทนอยู่่�ในสภาพแวดล้้อมที่่�วิิกฤต เช่่น นาเกลืือ (solar salterns) ที่่�มีีความเข้้มข้้นของเกลืือ NaCl ที่่�สููงถึึง 30%  

(Plemenita et al., 2008) ความเข้้มข้้นของสารอาหาร ปริิมาณออกซิิเจน ปริิมาณน้้ำที่่�จุุลิินทรีีย์์ดึึงมาใช้้ได้้ ค่่า pH รัังสีี

จากแสงอาทิิตย์์ อุุณหภููมิิ และไอออนต่่าง ๆ ที่่�ไม่่เหมาะสม (Griffith, 1994) ในสภาวะวิิกฤตเพื่่�อการอยู่่�รอดราจะสร้้าง

เอนไซม์์หลายชนิดใช้้ย่อยสลายสารอิินทรีีย์์ในสิ่่�งแวดล้้อมเพื่่�อเป็็นอาหาร (Fuentes & Quiñones, 2016) สร้้างสาร 

ทุุติิยภููมิิที่่�มีีฤทธิ์์�ทางชีีวภาพหลากหลายและมีีประสิิทธิิภาพสููง เช่่น มีีฤทธิ์์�ต้้านจุุลิินทรีีย์์ ต้้านไวรััส ต้้านอนุุมููลอิิสระ และ

ต้้านเซลล์์มะเร็็ง (Phongpaichit et al., 2007) ช่่วยให้้ราดำรงชีีวิิตในสภาวะวิิกฤตได้้ การใช้้ประโยชน์์จากสารทุุติิยภููมิิ

ที่่�ราสร้้างขึ้้�นเพื่่�อยัับยั้้�ง Vp ที่่�ปนเปื้้�อนในขั้้�นตอนการเตรีียมน้้ำเริ่่�มต้้น หรืือน้้ำหลัังเพาะเลี้้�ยงกุ้้�งทะเลจึึงเป็็นแนวทางหนึ่่�ง

ในการป้้องกัันโรค        

		  งานวิิจััยนี้้�จึึงมุ่่�งเน้้นนำราที่่�คััดแยกจากนาเกลืือ จัังหวััดจัันทบุุรีี สายพัันธุ์์� A5-1 ที่่�ผ่่านการคััดกรองคุุณสมบััติิ 

การชอบเค็็มของรา การสร้้างเอนไซม์์และผ่่านการทดสอบคุุณสมบััติิเป็็นราปฏิิปัักษ์์ต่่อแบคทีีเรีียสาเหตุุโรคของกุ้้�ง 

สายพัันธุ์์� Vp มาศึึกษาปััจจััยที่่�มีีผลต่่อการสร้้างสารทุุติิยภููมิิของรา ได้้แก่่ ปริิมาณแอมโมเนีียม pH และความเค็็ม ศึึกษา

ความเข้้มข้้นของราและเวลาในการยับัยั้้�งจำนวน Vp เมื่่�อเจริญิร่ว่มกันัในอาหารเหลวที่่�ความเค็ม็ระดับัต่า่ง ๆ  เพื่่�อประยุกุต์์

ใช้้ราปรัับปรุุงคุุณภาพน้้ำที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับการเพาะเลี้้�ยงกุ้้�งทะเล จััดเป็็นการควบคุุมทางชีีวภาพ (biological control) ที่่�มีี

ความเป็็นมิิตรต่่อการเพาะลี้้�ยงกุ้้�ง ลดการใช้้สารเคมีีและยาปฏิิชีีวนะที่่�ก่่อปััญหาสารเคมีีตกค้้างทั้้�งในสััตว์์น้้ำและสภาพ

แวดล้้อม ลดปััญหาการดื้้�อยาปฏิชิีวีนะของแบคทีเีรียีช่่วยลดความเสี่่�ยงจากโรคกุ้้�งตายด่่วนของเกษตรกรและผู้้�ประกอบการ 

ที่่�เกี่่�ยวข้้องตลอดห่่วงโซ่่การผลิิต
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2. วิิธีีการทดลอง
2.1	 การคััดแยกรา  

		  ราถููกคััดแยกจากดิินในนาเกลืือ อำเภอท่่าใหม่่ จัังหวััดจัันทบุุรีี เก็็บดิินจำนวน 3 บ่่อ แต่่ละบ่่อเก็็บดิิน 3 ซ้้ำ  

ใช้้ท่่อพีีวีีซีีเก็็บดิินจากหน้้าดิินลึึกลงไปในดิิน 15 ซม. การคััดแยกรานำดิินแต่่ละซ้้ำ 10 กรััม มาเจืือจางด้้วยน้้ำกลั่่�นที่่�นึ่่�ง 

ฆ่่าเชื้้�อแล้้วปริิมาตร 90 มล. เขย่่าให้้สารละลายเป็็นเนื้้�อเดีียวกััน 30 นาทีี เจืือจางให้้มีีระดัับความเข้้มข้้น 10-1-10-3  

(Gunasekaran, 1995) แล้้วเกลี่่�ยเชื้้�อปริิมาตร 0.1 มล. ในจานอาหาร potato dextrose agar (PDA: Difco, USA) ผสม

น้้ำทะเลความเข้้มข้้น 30 psu (PDA
sw30

) ปรัับ pH 5.6 แต่่ละความเจืือจางทำ 3 ซ้้ำ บ่่มที่่�อุุณหภููมิิ 28 ํํC นาน 7-21 วััน 

คััดแยกราในจานอาหารด้้วยวิิธีี hyphal tips isolation จนได้้ราบริิสุุทธิ์์�เก็็บรัักษาราในอาหาร PDA
sw30

2.2	 การจััดจำแนกราทางสััณฐานวิิทยา และอณููพัันธุุศาสตร์์ 
		  ศึึกษาลัักษณะโคโลนีีราบนอาหาร Sabouraud dextrose agar (SDA: Difco, USA) ผสมน้้ำทะเลที่่�ความเค็็ม 

30 psu (SDA
sw30

) ศึึกษาลัักษณะเส้้นใยและสปอร์์ของราภายใต้้กล้้องจุุลทรรศน์์ ใช้้วิิธีีการเพาะเชื้้�อบนสไลด์์ (slide  

culture) และถ่่ายภาพจำแนกชนิิดของราเทีียบกัับคู่่�มืือ Illustrated genera of imperfect fungi 4th edition (Barnett 

and Hunter, 2006) นำราไปสกััดดีีเอ็็นเอใช้้เป็็นแม่่แบบเพื่่�อเพิ่่�มปริิมาณนิิวคลีีโอไทด์์ที่่�บริิเวณ SSU rRNA (small  

subunit rRNA) และ 18S rRNA ของยีีนด้้วยไพรเมอร์์ NS1 5’ (GTA GTC ATA TGC TTG TCT C) 3’ และไพรเมอร์์ 

NS24 5’ (TCC GCA GGT TCA CCT ACG GA) 3’ ณ บริิษััทแมคโครเจน ประเทศเกาหลีี (Macrogen, Seoul,  

Republic of Korea) นำผลิิตภััณฑ์์พีีซีีอาร์์มาอ่่านลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ใช้้โปรแกรม MEGA 11 เปรีียบเทีียบนิิวคลีีโอไทด์์ 

ที่่�ได้้กัับฐานข้้อมููลของ GenBank (National Center for Biotechnology Information) (NCBI: http://www.ncbi.

nlm.nih.gov) และหาความสััมพัันธ์์ทางลำดัับวิิวััฒนาการโดยสร้้างแผนภููมิิต้้นไม้้ (phylogenetic tree) ด้้วยวิิธีี  

Neighbor-Joining Tree (Ong et al., 2023)

2.3	 ทดสอบคุุณสมบััติิการชอบเค็็มของราและการผลิิตเอนไซม์์
		  ทดสอบคุุณสมบััติิการชอบเค็็มของราในอาหาร PDA ผสมน้้ำทะเลที่่�ความเค็็ม 0, 10, 20, 30, 40, 50 และ 60 

psu ใช้้ cork-borer (Ø =6 มม.) เจาะวุ้้�นบริิเวณปลายเส้้นใยรานำไปวางบริิเวณกลางอาหารบ่่มที่่�อุุณหภููมิิห้้องเป็็นเวลา 

10 วันั วัดัขนาดเส้้นผ่า่นศููนย์ก์ลางโคโลนีีราใช้้แปลผลคุุณสมบัตัิกิารชอบเค็ม็ของรา (Kushner, 1993) คัดัเลืือกราที่่�เจริญิ

ได้้ที่่�ความเค็็ม 0-30 psu มาทดสอบการสร้้างเอนไซม์์อะไมเลส เจลาทิิเนส โปรติิเอส ไลเปส และเซลลููเลสบนอาหาร 

starch agar, gelatin agar, skim milk agar, tween-80 agar และ cellulose agar ที่่�ผสมน้้ำทะเลความเข้้มข้้น  

10 psu ทำการทดลอง 3 ซ้้ำ บ่่มที่่�อุุณหภููมิิ 28 ํํC 7-10 วััน ตรวจผลการสร้้างเอนไซม์์ 

2.4	 การคััดกรองราที่่�มีีฤทธิ์์�ยัับยั้้�งแบคทีีเรีีย Vibrio parahaemolyticus 
		  แบคทีีเรีีย Vibrio parahaemolyticus (Vp) ได้้รับความอนุุเคราะห์์จากศููนย์์วิิจััยและพััฒนาการเพาะเลี้้�ยง 

สััตว์์น้้ำชายฝั่่�งจัันทบุุรีี คััดแยกจากกุ้้�งตายที่่�แสดงอาการของโรค EMS กุ้้�งมีีลัักษณะเปลืือกนิ่่�ม สีีลำตััวซีด ตัับอ่อนฝ่่อ 

จำนวน 3 สายพัันธุ์์� ได้้แก่่ Vpa Vpb และ Vpc ทั้้�ง 3 สายพัันธุ์์�ดื้�อยาแอมพิิซิิลิิน (amplicillin) เตตร้้าซััยคลิิน  

(tetracycline) และซิิโปรฟลอกซาซิิน (ciprofloxacin) การคััดกรองใช้้วิิธีี dual culture ดััดแปลงจาก Dinesh et al. 

(2015) ใช้้ cork-borer (Ø = 6 มม.) เจาะวุ้้�นบริิเวณปลายเส้้นใยราที่่�เจริิญในอาหาร PDA
sw10

 นาน 7 วััน นำไปวางบริิเวณ

กลางอาหาร Mueller Hinton agar (MHA: Himedia, India) ที่่�ผสมน้้ำทะเลที่่�ความเค็็ม 10 psu (MHA
sw10

) ให้้รา 

เจริิญเติิบโตเป็็นเวลา 48 ชั่่�วโมง ใช้้ลููปปลููก Vp ลงในอาหารเดีียวกััน (Vp แต่่ละสายพัันธุ์์�ทำแยกจานอาหาร) ชุุดควบคุุม

เพาะเลี้้�ยงเฉพาะราบ่่มที่่�อุุณหภููมิิห้้อง สัังเกตผลการทดลองเป็็นเวลา 7-10 วััน 

2.5	ศึ ึกษาผลของ pH แอมโมเนีียม และความเค็็มต่่อการสร้้างสารออกฤทธิ์์�ของรายัับยั้้�ง Vpa 
		  ออกแบบการทดลองแบบแฟคทอเรีียล (factorial design) ดัังนี้้� เตรีียมอาหาร potato dextrose broth  

(PDB: Difco, USA) 100 มล. ให้้มีีความเข้้มข้้นของแอมโมเนีียม 3 ระดัับ (0, 0.5 และ 1.0 มก.ต่่อลิิตร) ค่่าความเป็็น 
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กรด-ด่่าง 4 ระดัับ (6, 7, 8 และ 9) และค่่าความเค็็ม 3 ระดัับ (0, 15 และ 30 psu) ใช้้สััญลัักษณ์์ NH
4
+:pH:psu  

ชุุดทดลองรวม 36 ชุุด ชุุดละ 3 ซ้้ำ เตรีียมรา A5-1 ลงในอาหาร 4 ชิ้้�น (7.08x105 สปอร์์/มล.) ด้้วย cork-borer  

(Ø = 6 มม.) เลี้้�ยงราที่่�อุุณหภููมิิห้้องบนเครื่่�องเขย่่าที่่�ความเร็็ว 120 รอบต่่อนาทีีเป็็นเวลา 7 วััน ทดสอบการยัับยั้้�ง Vpa 

ด้้วยวิิธีี agar well diffusion โดยเลี้้�ยง Vpa ในอาหาร Mueller Hinton Broth (MHB: Himedia, India) ผสม 1% 

NaCl ข้้ามคืืนแยกเซลล์์ล้้างทำความสะอาดและเตรีียมให้้มีีจำนวนเซลล์์ 1.5x106 CFU/mL นำมาเกลี่่�ยบนอาหาร MHA 

ที่่�ผสม 1% NaCl เจาะหลุุมด้้วย cork borer (Ø = 6 มม.) ปิิเปตน้้ำเลี้้�ยงเชื้้�อราปริิมาตร 200 ไมโครลิิตร ลงในหลุุมที่่�เจาะ

บ่่มที่่�อุุณหภููมิิห้้องเป็็นเวลา 24 ชั่่�วโมง ตรวจผลการยัับยั้้�งด้้วยการวััดเส้้นผ่่านศููนย์์กลางของโซนใส (Inhibition zone) 

2.6	ศึ ึกษาความเข้้มข้้นของราและเวลาต่่อการยัับยั้้�ง Vpa ที่่�ความเค็็มระดัับต่่าง ๆ 
		  เตรีียมรา A5-1 จำนวน 4 ชิ้้�น (7.08x105 สปอร์์/มล.) 5 ชิ้้�น (1.36x106 สปอร์์/มล.) 6 ชิ้้�น (2.18x106 สปอร์์/

มล.) 7 ชิ้้�น (2.47x106 สปอร์์/มล.) และ 8 ชิ้้�น (2.94x106 สปอร์์/มล.) ด้้วย cork-borer (Ø = 6 มม.) ลงในอาหาร MHB 

100 มล. ผสมน้้ำทะเลที่่�ความเค็็ม 10, 20 และ 30 psu (MHB
sw10

, MHB
sw20

 และ MHB
sw30

) ปรัับ pH 7.3 เลี้้�ยงราที่่�

อุุณหภููมิิห้้องมีีอััตราเขย่่า 120 รอบต่่อนาทีี นาน 72 ชั่่�วโมง และเติิม Vpa (1.5x106 CFU/mL) ความเข้้มข้้น 2% ลงใน

ชุุดทดลองที่่� 1-3 บ่่มต่่อที่่�อุุณหภููมิิห้้องเป็็นเวลานาน 96 ชั่่�วโมง เก็็บตััวอย่่างน้้ำเลี้้�ยงที่่�เวลา 0, 24, 48, 72 และ 96 ชั่่�วโมง 

เพื่่�อหาจำนวน Vpa ในอาหาร Nutrient agar ผสม 1% NaCl ทำการทดลอง 3 ซ้้ำ หาค่่าเฉลี่่�ยของจำนวนเซลล์์ Vpa 

ชุุดควบคุุมเลี้้�ยงเฉพาะ Vpa ลงในอาหาร MHB
sw10

, MHB
sw20

 และ MHB
sw30

 ในชุุดการทดลองที่่� 4 ใช้้ Vpa (1.5x108 

CFU/mL) ความเข้้มข้้น 2% ออกแบบการทดลองแบบสุ่่�มสมบููรณ์์ มีี 4 ชุุดการทดลอง (3 ซ้้ำ) ทำการทดลองทีีละชุุดตาม

ลำดัับ ดัังนี้้�

			   ชุุดทดลองที่่� 1	 TC1 : MHB
sw10

 + Vpa (1.5x106 CFU/mL)  (ชุุดควบคุุม) 

     						      T11 : MHB
sw10

 + A5-1 จำนวน 4 ชิ้้�น + Vpa (1.5x106 CFU/mL)           

     						      T12 : MHB
sw10

 + A5-1 จำนวน 5 ชิ้้�น + Vpa (1.5x106 CFU/mL)

			   ชุุดทดลองที่่� 2	 TC2 : MHB
sw20

 + Vpa (1.5x106 CFU/mL)  (ชุุดควบคุุม)  

						      T21 : MHB
sw20

 + A5-1 จำนวน 4 ชิ้้�น + Vpa (1.5x106 CFU/mL)        

						      T22 : MHB
sw20

 + A5-1 จำนวน 5 ชิ้้�น + Vpa (1.5x106 CFU/mL) 

			   ชุุดทดลองที่่� 3	 TC3 : MHB
sw30

 + Vpa (1.5x106 CFU/mL)  (ชุุดควบคุุม)  

						      T31 : MHB
sw30

 + A5-1 จำนวน 4 ชิ้้�น + Vpa (1.5x106 CFU/mL)       

						      T32 : MHB
sw30

 + A5-1 จำนวน 5 ชิ้้�น + Vpa (1.5x106 CFU/mL)

			   ชุุดทดลองที่่� 4	 TC4 : MHB
sw30

 + Vpa (1.5x108 CFU/mL)  (ชุุดควบคุุม)  

     						      T41 : MHB
sw30

 + A5-1 จำนวน 6 ชิ้้�น + Vpa (1.5x108 CFU/mL)              

     						      T42 : MHB
sw30

 + A5-1 จำนวน 7 ชิ้้�น + Vpa (1.5x108 CFU/mL) 

     						      T43 : MHB
sw30

 + A5-1 จำนวน 8 ชิ้้�น + Vpa (1.5x108 CFU/mL) 

2.7	 การวิิเคราะห์์ผลทางสถิิติิ 
		  นำข้้อมููลที่่�ได้้มาหาค่่าเฉลี่่�ยและส่ว่นเบี่่�ยงเบนมาตรฐานและวิิเคราะห์์ความแปรปรวนของข้้อมููลด้้วยวิธิี ีOne-Way 

Analysis of Variance (ANOVA) และเปรียบเทีียบความแตกต่่างของค่่าเฉลี่่�ยระหว่่างชุุดทดลองด้้วยวิิธีี Post Hoc 

(Least-Significant Different : LSD) ที่่�ระดัับความเชื่่�อมั่่�น 95%

3. ผลการทดลองและวิิจารณ์์ผล
		  ราถููกคััดแยกจากดิินในนาเกลืือ อำเภอท่่าใหม่่ จัังหวััดจัันทบุุรีี ตั้้�งแต่่เดืือนตุุลาคม 2560 ถึึงเดืือนกรกฎาคม 

2561 แสดงในภาพที่่� 1 (ก) รวมทั้้�งสิ้้�น 90 สายพัันธุ์์� พบราสายพัันธุ์์� A5-1 ในตััวอย่่างดิินในเดืือนเมษายนและเดืือน

กรกฎาคม ค่่าความเค็็มของน้้ำ 150-360 psu และค่่าความเค็็มของดิิน 180-340 psu ค่่า pH ของน้้ำเฉลี่่�ย 7.3-7.6 มีี
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ลักัษณะเป็น็ด่า่งอ่อ่น ศึกึษาสัณัฐานวิทิยาของราบนอาหาร SDA
sw30

 พบว่า่เส้้นใยหาอาหารของรามีีสีขีาวมีผีนังักั้้�น เส้้นใย

สืืบพันธุ์์�มีก้้านชููสปอร์์ชููขึ้้�นเหนืืออาหารเล็็กน้้อยสร้้างเส้้นใยและสปอร์์สีีเขียีว สปอร์์มีรีููปร่างกลมรีี รููปร่างโคโลนีีและเส้้นใย

ของราแสดงในภาพที่่� 1 (ข) จำแนกชนิิดของราเทีียบกัับคู่่�มืือพบว่่าราสายพัันธุ์์� A5-1 จััดอยู่่�ในดิิวิิชั่่�น Ascomycota คลาส 

Eurotiomycetes ออเดอร์์ Eurotiales แฟมิิลี่่� Aspergillaceae จีีนััส Penicillium สร้้างสปอร์์แบบไม่่อาศััยเพศชนิิด 

คอนิิเดีีย (conidia) บนก้้านชููที่่�มีีลัักษณะเป็็นพวงหรืือช่่อ (phialide) ที่่�อยู่่�ปลายสุุดของก้้านชููสปอร์์ (conidiophore) 

(Barnett and Hunter, 2006) แสดงผลในภาพที่่� 1 (ค)

ภาพที่่� 1 นาเกลืือ จัังหวััดจัันทบุุรีี (ก) รููปร่่างโคโลนีีด้้านหน้้าและด้้านหลัังของ P. decumbens 

A5-1 ในอาหาร SDA
sw30

 (ข) สปอร์์แบบไม่่อาศััยเพศชนิิดคอนิิเดีียของ P. decumbens A5-1 (ค)

		  การจำแนกทางอณููพัันธุุศาสตร์์ใช้้วิิธีีเพิ่่�มปริิมาณนิิวคลีีโอไทด์์จำนวน 1,684 เบสของยีีนที่่�ตำแหน่่ง SSU rRNA 

และ 18S rRNA นิิวคลีีโอไทด์์ 1,650 เบสถููกนำไปเปรีียบเทีียบกัับนิิวคลีีโอไทด์์ในฐานข้้อมููลของ GenBank และแสดง

ความสััมพัันธ์์ทางลำดัับวิิวััฒนาการในภาพที่่� 2 พบว่่าลำดัับเบสของราสายพัันธุ์์� A5-1 มีีความคล้้ายคลึึงกัับลำดัับเบส 

ของ Penicillium decumbens (P. decumbens) (GenBank no. MW164851.1) และ Penicillium citrinum  

(P. citrinum) (GenBank no. OQ548097.1) มากที่่�สุุด เมื่่�อใช้้เกณฑ์์ทางสััณฐานวิิทยาได้้แก่่รููปร่่างโคโลนีี รููปร่่างสปอร์์ 

สีีเส้้นใย และไม่่สามารถเจริิญได้้ที่่�อุุณหภููมิิ 37 ํ ํC จึึงอาจจััดจำแนกราสายพัันธุ์์� A5-1 เป็็น P. decumbens เนื่่�องจาก  

P. citrinum เจริิญเติิบโตได้้ดีที่่�อุุณหภููมิินี้้� (Guevara-Suarez et al., 2016) P. decumbens พบได้้ทั่่�วไปในดิิน 

กึ่่�งเขตร้้อน เขตร้้อน และดิินชายฝั่่�งทะเล ซึ่่�งจีีนััส Penicillium, Aspergillus, Eurotium และ Cladosporium ถููกยืืนยััน

ว่่ามีีความถี่่�และความหลากหลายมากที่่�สุุดที่่�จะพบในแหล่่งน้้ำทั่่�วโลกที่่�มีีเกลืือสููงทั้้�งทะเลสาบน้้ำลึึกที่่�มีีสารอาหารต่่ำ 

รวมถึึงทะเลสาบน้้ำนิ่่�งขุ่่�นมีีสารอาหารมาก พบในดิิน อากาศ และเศษใบไม้้ การเปลี่่�ยนแปลงสภาพอากาศ ภููมิิศาสตร์์ 

ชนิิดสารอาหารเป็็นสาเหตุุให้้เกิิดการแพร่่กระจายของราและทำให้้ราต้้องเพิ่่�มจำนวนและรอดชีีวิิต พบรามากถึึง  

3,000 สปีีชีีร์์ในแหล่่งน้้ำ (Abdel-Aziz, 2008) สายพัันธุ์์�ที่่�พบมากได้้แก่่ Penicillium chrysogenum และ Aspergillus 

niger (Butinar et al., 2011) P. decumbens เป็็นราเส้้นใยประจำถิ่่�นมีีบทบาทเป็็นผู้้�ย่่อยสลายสารอิินทรีีย์์ของระบบ

นิิเวศชายฝั่่�ง สามารถผลิตเอนไซม์์ที่่�ย่่อยสลายสารประกอบคาร์์บอนได้้มากถึึง 18 ชนิด ประสิิทธิิภาพในการย่่อยสลาย

สารอิินทรีีย์์ส่่วนหนึ่่�งขึ้้�นกัับชนิิดเอนไซม์์ที่่�ราสร้้างขึ้้�น จากการศึึกษาพบว่่า P. decumbens A5-1 ผลิิตเอนไซม์์เจลาทิิเนส

ได้้ดีีที่่�สุุด ผลิิตเซลลููเลส (ภาพที่่� 3) ไลเปส และโปรติิเอสแต่่ไม่่ผลิิตอะไมเลส ซึ่่�งแตกต่่างจากรานาเกลืือที่่�คััดแยกได้้ 

ราส่ว่นใหญ่จ่ะสร้้างเฉพาะเอนไซม์เ์ซลลููเลส ดังันั้้�น P. decumbens A5-1 จึงึมีีคุุณสมบัตัิยิ่อ่ยสลายของเสียีและสารอินิทรียี์์

ที่่�ตกค้้างในบ่่อเพาะเลี้้�ยงสััตว์์น้้ำได้้ ซึ่่�งเป็็นบทบาทหลัักของราในตะกอนดิินก้้นบ่่อเพาะเลี้้�ยงช่่วยทำให้้น้้ำสะอาด (Zhou 

et al., 2009)

 
ภาพที่ 1 นาเกลือ จังหวัดจันทบุรี (ก) รูปรางโคโลนีดานหนาและดานหลงัของ P. decumbens A5-1           

ในอาหาร SDAsw30  (ข) สปอรแบบไมอาศยัเพศชนิดคอนิเดียของ P. decumbens A5-1 (ค) 

 

        การจำแนกทางอณูพันธุศาสตรใชวิธีเพิ่มปริมาณนิวคลีโอไทดจำนวน 1,684 เบสของยีนที่ตำแหนง SSU rRNA และ 18S 

rRNA    นิวคลีโอไทด 1,650 เบสถูกนำไปเปรียบเทียบกับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูลของ GenBank และแสดงความสัมพันธทาง

ลำดับวิวัฒนาการในภาพท่ี 2 พบวาลำดับเบสของราสายพันธุ A5-1 มีความคลายคลึงกับลำดับเบสของ Penicillium decumbens     

(P. decumbens) (GenBank no. MW164851.1) และ Penicillium citrinum (P. citrinum) (GenBank no. OQ548097.1) 

มากที่สุด เมื่อใชเกณฑทางสัณฐานวิทยาไดแกรูปรางโคโลนี รูปรางสปอร สีเสนใย และไมสามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ 37 oC จึงอาจ

จัดจำแนกราสายพันธุ A5-1 เปน P. decumbens เนื่องจาก P. citrinum เจริญเติบโตไดดีท่ีอุณหภูมินี้ (Guevara-Suarez et al., 

2016) P. decumbens พบไดท่ัวไปในดินกึ่งเขตรอน เขตรอน และดินชายฝงทะเล ซ่ึงจีนัส Penicillium, Aspergillus, Eurotium 

และ Cladosporium ถูกยืนยันวามีความถี่และความหลากหลายมากที่สุดที่จะพบในแหลงน้ำทั่วโลกที่มีเกลือสูงทั้งทะเลสาบน้ำลึก

ที่มีสารอาหารต่ำรวมถึงทะเลสาบน้ำนิ่งขุนมีสารอาหารมาก พบในดิน อากาศ และเศษใบไม การเปลี่ยนแปลงสภาพอากาศ 

ภูมิศาสตร ชนิดสารอาหารเปนสาเหตุใหเกิดการแพรกระจายของราและทำใหราตองเพิ่มจำนวนและรอดชีวิต พบรามากถึง 3,000 

สปชีรในแหลงน้ำ (Abdel-Aziz, 2008) สายพันธุที่พบมากไดแก Penicillium chrysogenum และ Aspergillus niger (Butinar et 

al., 2011)  P. decumbens เปนราเสนใยประจำถิ่นมีบทบาทเปนผูยอยสลายสารอินทรียของระบบนิเวศชายฝง สามารถผลิต

เอนไซมท่ียอยสลายสารประกอบคารบอนไดมากถึง 18 ชนิด ประสิทธิภาพในการยอยสลายสารอินทรียสวนหนึ่งขึ้นกับชนิดเอนไซม

ท่ีราสรางขึ้น จากการศึกษาพบวา P. decumbens A5-1 ผลิตเอนไซมเจลาทิเนสไดดีท่ีสุด ผลิตเซลลูเลส (ภาพท่ี 3) ไลเปส และโป

รติเอสแตไมผลิตอะไมเลส  ซึ ่งแตกตางจากรานาเกลือที ่คัดแยกไดราสวนใหญจะสรางเฉพาะเอนไซมเซลลูเลส ดังนั ้น P. 

decumbens A5-1 จึงมีคุณสมบัติยอยสลายของเสียและสารอินทรียที่ตกคางในบอเพาะเลี้ยงสัตวน้ำได ซึ่งเปนบทบาทหลักของรา

ในตะกอนดินกนบอเพาะเลี้ยงชวยทำใหน้ำสะอาด (Zhou et al., 2009) 
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ภาพที่่� 2 ความสััมพัันธ์์ทางลำดัับวิิวััฒนาการ (phylogenetic tree) ของ Penicillium sp. A5-1 

ใช้้โปรแกรม MEGA 11 สร้้างด้้วยวิิธีี Neighbor-Joining Tree 
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ภาพที่ 3 P. decumbens A5-1 สรางเอนไซมเจลาทเินสบนอาหาร gelatin agar (ก)         

เอนไซมเซลลูเลสบนอาหาร cellulose agar (ข)  
 

        การเจริญของราในอาหาร PDA ที ่มีความเค็มตั ้งแต 0-60 psu พบวาเสนผานศูนยกลางโคโลนีรามีคา 5.27±0.06, 

5.23±0.06, 4.1±0.1, 3.47±0.06, 1.47±0.06, 1.0±0.0 และ 0.8±0.0 ซม. ในอาหาร PDAdw (อาหารผสมน้ำกลั ่น) PDAsw10  

PDAsw20  PDAsw30 PDAsw40 PDAsw50 และ PDAsw60 ตามลำดับ จึงจัดให P. decumbens A5-1 เปนราที ่ทนเค็ม (halotolerant 

fungi) (Kushner, 1993) เจริญไดดีที่สุดในอาหาร PDA ที่ผสมน้ำกลั่น ในอาหารที่มีเกลือเพิ่มขึ้นเสนผานศูนยกลางโคโลนีจะลดลง 

เนื่องจากเกลือไมมีความจำเปนตอการเจริญของรา อาหารที่มีความเขมขนของเกลือสูงน้ำในอาหารจะสรางพันธะกับเกลือจึงเหลือ

น้ำที่ราจะนำมาใชไดนอยลง ราจึงมีการเจริญลดลงและตองปรับตัวใหรอดชีวิตโดยการสรางสปอร (Mandeel, 2006) มีรายงานวา

ราทนเค็มสามารถปรับตัวใหรอดชีว ิตในชวงความเค็มหนึ ่งที ่อาจสูงถึง 30% NaCl (Plemenita et al., 2008) จึงจ ัด P. 

decumbens A5-1 เปนรากลุมทนเค็มสอดคลองกับความถี่ของการพบรานี้ท้ังในชวงฤดูรอนและฤดูฝน น้ำมีคาความเค็ม 150-360 
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น้ำที่ราจะนำมาใชไดนอยลง ราจึงมีการเจริญลดลงและตองปรับตัวใหรอดชีวิตโดยการสรางสปอร (Mandeel, 2006) มีรายงานวา

ราทนเค็มสามารถปรับตัวใหรอดชีว ิตในชวงความเค็มหนึ ่งที ่อาจสูงถึง 30% NaCl (Plemenita et al., 2008) จึงจ ัด P. 

decumbens A5-1 เปนรากลุมทนเค็มสอดคลองกับความถี่ของการพบรานี้ท้ังในชวงฤดูรอนและฤดูฝน น้ำมีคาความเค็ม 150-360 

ภาพที่่� 3 P. decumbens A5-1 สร้้างเอนไซม์์เจลาทิิเนสบนอาหาร gelatin agar (ก) 

เอนไซม์์เซลลููเลสบนอาหาร cellulose agar (ข) 

		  การเจริญิของราในอาหาร PDA ที่่�มีคีวามเค็ม็ตั้้�งแต่ ่0-60 psu พบว่าเส้้นผ่า่นศููนย์ก์ลางโคโลนีีรามีคี่า่ 5.27±0.06, 

5.23±0.06, 4.1±0.1, 3.47±0.06, 1.47±0.06, 1.0±0.0 และ 0.8±0.0 ซม. ในอาหาร PDA
dw

 (อาหารผสมน้้ำกลั่่�น) 

PDA
sw10

 PDA
sw20

 PDA
sw30

 PDA
sw40

 PDA
sw50

 และ PDA
sw60

 ตามลำดัับ จึึงจััดให้้ P. decumbens A5-1 เป็็นราที่่�ทนเค็็ม 

(halotolerant fungi) (Kushner, 1993) เจริิญได้้ดีีที่่�สุุดในอาหาร PDA ที่่�ผสมน้้ำกลั่่�น ในอาหารที่่�มีีเกลืือเพิ่่�มขึ้้�น 

เส้้นผ่า่นศููนย์ก์ลางโคโลนีีจะลดลง เนื่่�องจากเกลืือไม่่มีคีวามจำเป็็นต่อ่การเจริญิของรา อาหารที่่�มีคีวามเข้้มข้้นของเกลืือสููง

น้้ำในอาหารจะสร้้างพัันธะกัับเกลืือจึึงเหลืือน้้ำที่่�ราจะนำมาใช้้ได้้น้้อยลง ราจึึงมีกีารเจริญิลดลงและต้้องปรับตัวัให้้รอดชีวิีิต

โดยการสร้้างสปอร์ ์(Mandeel, 2006) มีรีายงานว่่าราทนเค็็มสามารถปรับัตัวัให้้รอดชีวีิติในช่ว่งความเค็ม็หนึ่่�งที่่�อาจสููงถึงึ 

30% NaCl (Plemenita ., 2008) จึึงจััด P. decumbens A5-1 เป็็นรากลุ่่�มทนเค็็มสอดคล้้องกัับความถี่่�ของการ

พบรานี้้�ทั้้�งในช่่วงฤดููร้้อนและฤดููฝน น้้ำมีีค่่าความเค็็ม 150-360 psu และดิินมีีค่่าความเค็็ม 180-340 psu เป็็นความเค็็ม

ที่่�สููงที่่�สุุดทั้้�งน้้ำและดิิน จากการเป็็นราทนเค็็มสามารถประยุุกต์์ใช้้ราในน้้ำจืืด น้้ำกร่่อยและน้้ำเค็็มได้้ 
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		  การคััดกรองราที่่�มีีฤทธิ์์�ยัับยั้้�งแบคทีีเรีีย  จำนวน 3 สายพัันธุ์์� (Vpa, Vpb และ Vpc) ด้้วยวิิธีี dual culture 

บนอาหาร MHA
sw10

 พบรานาเกลืือจำนวน 11 สายพัันธุ์์�มีีฤทธิ์์�ยัับยั้้�ง Vp ได้้คิดเป็็น 12.22% ของราทั้้�งหมด และ  

P. decumbens A5-1 เป็็นสายพัันธุ์์�ที่่�ยัับยั้้�งได้้ดีีที่่�สุุด (ภาพที่่� 4) P. decumbens A5-1 สร้้างโคโลนีีคลุุมโคโลนีีของ

แบคทีีเรีีย Vp ทั้้�ง 3 สายพัันธุ์์�ตามแนวรััศมีีวงกลม โดยเส้้นผ่่านศููนย์์กลางโคโลนีีของชุุดควบคุุมมีีขนาดใกล้้เคีียงเส้้นผ่่าน

ศููนย์์กลางโคโลนีีของราที่่�ยัับยั้้�ง Vpa, Vpb และ Vpc ซึ่่�งรููปร่่างโคโลนีีของราที่่�แผ่่คลุุม Vpa มีีรููปร่่างกลมสมบููรณ์์ที่่�สุุด

เมื่่�อเปรีียบเทีียบกัับ Vpb และ Vpc แสดงถึึงความสามารถของราที่่�ยัับยั้้�ง Vpa ได้้ดีีที่่�สุุดจึึงใช้้ Vpa เป็็นตััวแทนในการ

ศึึกษาในการทดลองถััดไป นอกจากการยัับยั้้�ง Vp แล้้ว Mani et al., (2016) รายงานว่่า P. decumbens AJA1 ที่่�คััด

แยกจากเศษใบไม้้สามารถยัับยั้้�ง Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella sp., Kelbsiella sp., 

Bacillus subtilis, Enterococcus sp. และ Staphylococcus aureus ได้้

ภาพที่่� 4 P. decumbens A5-1 ยัับยั้้�งแบคทีีเรีีย Vp 3 สายพัันธุ์์� Vpa (ข)  Vpb (ค) และ Vpc (ง)

ด้้วยวิิธีี dual culture เปรีียบเทีียบกัับชุุดควบคุุม (ก)

		  ปััจจััยที่่�ส่่งผลต่่อการสร้้างสารของราโดยทั่่�วไปได้้แก่่ ปริิมาณแอมโมเนีียม pH และความเค็็มโดยจำลองจาก 

สภาพแวดล้้อมของน้้ำในบ่่อเพาะเลี้้�ยงกุ้้�งพบว่่าความเข้้มข้้นแอมโมเนีียมที่่�เหมาะสมต่่อการเลี้้�ยงกุ้้�งขาวอยู่่�ในช่่วง  

0.03-0.25 มก.ต่่อลิิตร (Adiwidjaya et al., 2003) ระดัับแอมโมเนีียมที่่�กุ้้�งขาวทนได้้ต้้องน้้อยกว่่าหรืือเท่่ากัับ 0.8 มก. 

ต่่อลิิตร (Suantika et al., 2015) และไม่่ควรเกิิน 1 มก.ต่่อลิิตร กุ้้�งจะเจริิญเติิบโตได้้ในช่่วง pH 6-9 และเจริิญเติิบโต 

ได้้ดีีที่่� pH 7.5-8.5 ความเค็็ม 2-35 psu ความเค็็มที่่�เหมาะสมต่่อการเลี้้�ยงคืือ 15-30 psu (Haliman & Adijaya, 2005) 

ถ้้าราสามารถเจริิญและสร้้างสารในสภาพแวดล้้อมที่่�เหมาะสมต่่อการเจริิญของกุ้้�งจะสามารถนำรามาใช้้ประโยชน์์ได้้  

ผู้้�วิิจััยจึึงออกแบบการทดลองแบบแฟคทอเรีียล (factorial design) โดยเลี้้�ยงราที่่�สภาวะต่่าง ๆ รวม 36 ชุุดการทดลอง

ในอาหาร PDB เป็็นเวลา 7 วััน นำน้้ำเลี้้�ยงรามายัับยั้้�ง Vpa บนจานอาหารแข็็งด้้วยเทคนิิค agar well diffusion แสดง

ผลในตารางที่่� 1 พบว่่าสภาวะที่่� pH คงที่่� ความเข้้มข้้นของแอมโมเนีียมและความเค็็มที่่�เพิ่่�มขึ้้�นมีีแนวโน้้มส่่งเสริิมให้้รา

สร้้างสารยัับยั้้�ง Vpa ในน้้ำเลี้้�ยงเพิ่่�มขึ้้�น และ pH มีีผลต่่อการสร้้างสารพบว่่าเมื่่�อ pH เปลี่่�ยนแปลงไปทางด่่าง คืือ 8 และ 

9 ราจะสร้้างสารยัับยั้้�ง Vpa ได้้โซนใสขนาดใหญ่่กว่่าที่่� pH 6 และ 7 โดยชุุดทดลอง T36 (1.0:9:30) ให้้ค่่าโซนใสมากที่่�สุุด 

(2.56±0.06 ซม.) และชุุดทดลอง T1 (0:6:0) ให้้ค่าโซนใสน้้อยที่่�สุุด (0.83±0.06 ซม.) เส้้นผ่่านศููนย์์กลางของโซนใส 

ในชุุดทดลอง pH 8 แสดงในภาพที่่� 5 (ก) จากการวิิเคราะห์์ผลทางสถิิติิพบว่่าผลของ pH ในชุุดทดลอง T1, T10, T19 

และ T28 ที่่�มีีแอมโมเนีียม 0 มก.ต่่อลิิตร และความเค็็มเท่่ากัับ 0 psu ค่่าโซนใสในชุุด T19 และ T28 มีีความแตกต่่างกัับ 

T1 อย่่างมีีนััยสำคััญ (P<0.05) ดัังนั้้�น pH 8 และ 9 อาจเหมาะสมต่่อการสร้้างสารเมื่่�อเปรีียบเทีียบกัับ pH 6 สามารถ

ประยุุกต์์ใช้้ราในการเตรีียมน้้ำก่่อนใช้้เพาะเลี้้�ยงกุ้้�งและบำบััดน้้ำหลัังเพาะเลี้้�ยงกุ้้�งเพราะราเจริิญเติิบโตและสร้้างสารได้้ที่่� 

pH 6-9 ขณะที่่�กุ้้�งเจริิญดีีที่่� pH 7.5-8.5 (Haliman & Adijaya, 2005) 

psu และดินมีคาความเค็ม 180-340 psu เปนความเค็มที่สูงที่สุดทั้งน้ำและดิน จากการเปนราทนเค็มสามารถประยุกตใชราในน้ำ

จืด น้ำกรอยและน้ำเค็มได  

        การคัดกรองราที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย Vp จำนวน 3 สายพันธุ (Vpa, Vpb และ Vpc) ดวยวิธี dual culture บนอาหาร 

MHAsw10  พบรานาเกลอืจำนวน 11 สายพันธุมีฤทธิ์ยับย้ัง Vp ไดคิดเปน 12.22% ของราท้ังหมด และ P. decumbens A5-1 เปน

สายพันธุที่ยับยั้งไดดีที่สุด (ภาพที่ 4)  P. decumbens A5-1 สรางโคโลนีคลุมโคโลนีของแบคทีเรีย Vp ทั้ง 3 สายพันธุตามแนว

รัศมีวงกลม โดยเสนผานศูนยกลางโคโลนีของชุดควบคุมมีขนาดใกลเคียงเสนผานศูนยกลางโคโลนีของราที่ยับยั้ง Vpa, Vpb และ 

Vpc ซึ่งรูปรางโคโลนีของราที่แผคลุม Vpa มีรูปรางกลมสมบูรณที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับ Vpb และ Vpc แสดงถึงความสามารถของรา

ที่ยับยั้ง Vpa ไดดีที่สุดจึงใช Vpa เปนตัวแทนในการศึกษาในการทดลองถัดไป นอกจากการยับยั้ง Vp แลว Mani et al., (2016) 

รายงานว า P. decumbens AJA1 ท ี ่ ค ัดแยกจากเศษใบไม สามารถย ับย ั ้ ง Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, 

Salmonella sp., Kelbsiella sp., Bacillus subtilis, Enterococcus sp. และ Staphylococcus aureus ได 

  

                  
 

ภาพที่ 4 P. decumbens A5-1 ยับยั้งแบคทเีรีย Vp 3 สายพนัธุ Vpa (ข)  Vpb (ค)  และ Vpc (ง) 

ดวยวิธี dual culture เปรยีบเทียบกับชดุควบคุม (ก) 

 

         ปจจัยที่สงผลตอการสรางสารของราโดยทั่วไปไดแก ปริมาณแอมโมเนียม pH และความเค็มโดยจำลองจากสภาพแวดลอม

ของน้ำในบอเพาะเลี ้ยงกุ งพบวาความเขมขนแอมโมเนียมที ่เหมาะสมตอการเลี ้ยงกุ งขาวอยู ในชวง 0.03-0.25 มก.ตอลิตร 

(Adiwidjaya et al., 2003) ระดับแอมโมเนียมที่กุงขาวทนไดตองนอยกวาหรือเทากับ 0.8 มก.ตอลิตร (Suantika et al., 2015) 

และไมควรเกิน 1 มก.ตอลิตร กุงจะเจริญเติบโตไดในชวง pH 6-9 และเจริญเติบโตไดดีที่ pH 7.5-8.5 ความเค็ม 2-35 psu ความ

เค็มที่เหมาะสมตอการเลี้ยงคือ 15-30 psu (Haliman & Adijaya, 2005) ถาราสามารถเจริญและสรางสารในสภาพแวดลอมท่ี

เหมาะสมตอการเจริญของกุงจะสามารถนำรามาใชประโยชนได ผูวิจัยจึงออกแบบการทดลองแบบแฟคทอเรียล (factorial design) 

โดยเลี้ยงราท่ีสภาวะตางๆ รวม 36 ชุดการทดลองในอาหาร PDB เปนเวลา 7 วัน นำน้ำเลี้ยงรามายับย้ัง Vpa บนจานอาหารแข็งดวย

เทคนิค agar well diffusion แสดงผลในตารางท่ี 1 พบวาสภาวะท่ี pH คงท่ี ความเขมขนของแอมโมเนียมและความเค็มท่ีเพ่ิมข้ึนมี

แนวโนมสงเสริมใหราสรางสารยับยั้ง Vpa ในน้ำเลี้ยงเพิ่มขึ้น และ pH มีผลตอการสรางสารพบวาเมื่อ pH เปลี่ยนแปลงไปทางดาง 

คือ 8 และ 9 ราจะสรางสารยับยั้ง Vpa ไดโซนใสขนาดใหญกวาที่ pH 6 และ 7 โดยชุดทดลอง T36 (1.0:9:30) ใหคาโซนใสมาก

ที่สุด (2.56±0.06 ซม.) และชุดทดลอง T1 (0:6:0) ใหคาโซนใสนอยที่สุด (0.83±0.06 ซม.) เสนผานศูนยกลางของโซนใสในชุด

ทดลอง pH 8 แสดงในภาพที่ 5 (ก) จากการวิเคราะหผลทางสถิติพบวาผลของ pH ในชุดทดลอง T1, T10, T19 และ T28 ที่มี    

แอมโมเนียม 0 มก.ตอลิตร และความเค็มเทากับ 0 psu คาโซนใสในชุด T19 และ T28 มีความแตกตางกับ T1 อยางมีนัยสำคัญ 

(P<0.05) ดังนั้น pH 8 และ 9 อาจเหมาะสมตอการสรางสารเม่ือเปรียบเทียบกับ pH 6 สามารถประยุกตใชราในการเตรียมน้ำกอน

ใชเพาะเลี้ยงกุงและบำบัดน้ำหลังเพาะเลี้ยงกุงเพราะราเจริญเติบโตและสรางสารไดที่ pH 6-9 ขณะที่กุงเจริญดีที่ pH 7.5-8.5 

(Haliman & Adijaya, 2005)  
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ตารางที่่� 1	ผลของ pH แอมโมเนีียม และความเค็็มต่่อการสร้้างสารออกฤทธิ์์�ของ P. decumbens  

			   A5-1 ยัับยั้้�ง Vpa 
ชุุดการทดลอง: เส้้นผ่่านศููนย์์กลางของโซนใส (Ø ± SD) (ซม.)

NH
4
+:pH:psu NH

4
+:pH:psu NH

4
+:pH:psu NH

4
+:pH:psu

T pH 6 Ø ± SD T pH 7 Ø ± SD T pH 8 Ø ± SD T pH 9 Ø ± SD 

1

2

3

0:6:0

0:6:15

0:6:30

0.83±0.06ßAa

1.33±0.06b

1.26±0.06b

10

11

12

0:7:0

0:7:15

0:7:30

0.96±0.06ßΩCc

1.36±0.06d

1.36±0.06d

19

20

21

0:8:0

0:8:15

0:8:30

1.20±0.00ΩF

1.46±0.06

1.40±0.00

28

29

30

0:9:0

0:9:15

0:9:30

1.20±0.00ΩJe

1.56±0.06f

1.60±0.10f

4

5

6

0.5:6:0

0.5:6:15

0.5:6:30

1.56±0.06B

1.76±0.06

1.76±0.06

13

14

15

0.5:7:0

0.5:7:15

0.5:7:30

1.63±0.06D

1.70±0.00

1.96±0.12

22

23

24

0.5:8:0

0.5:8:15

0.5:8:30

1.76±0.06G

1.90±0.00

2.00±0.00

31

32

33

0.5:9:0

0.5:9:15

0.5:9:30

1.80±0.10K

1.86±0.06

2.10±0.10

7

8

9

1.0:6:0

1.0:6:15

1.0:6:30

1.96±0.06B

1.93±0.06

1.86±0.06

16

17

18

1.0:7:0

1.0:7:15

1.0:7:30

2.06±0.06E

2.00±0.00

2.16±0.06

25

26

27

1.0:8:0

1.0:8:15

1.0:8:30

2.23±0.06H

2.23±0.06

2.26±0.06

34

35

36

1.0:9:0

1.0:9:15

1.0:9:30

2.53±0.06L

2.53±0.06

2.56±0.06

หมายเหตุุ	: สััญลัักษณ์์ Ω และ ß ที่่�ไม่่เหมืือนกัันในแนวนอน หมายถึึง Ø ของโซนใสมีีความแตกต่่างอย่่างมีีนััยสำคััญทางสถิิติิ (P<0.05)             

		  : ตััวอัักษร A B C D E F G H J K และ L ที่่�ไม่่เหมืือนกัันในแนวตั้้�ง หมายถึึง Ø ของโซนใสมีีความแตกต่่างอย่่างมีีนััยสำคััญทาง

สถิิติิ (P<0.05) 

		  : ตััวอัักษร a b c d e และ f ที่่�ไม่่เหมืือนกัันในแนวตั้้�ง หมายถึึง Ø ของโซนใสมีีความแตกต่่างอย่่างมีีนััยสำคััญทางสถิิติิ (P<0.05)

		ผ  ลของแอมโมเนีียมพิิจารณาจากชุุดของ pH 6 (T1, T4 และ T7) pH 7 (T10, T13 และ T16) pH 8 (T19, 

T22 และ T25) และ pH 9 (T28, T31 และ T34) ทุุกชุุดจะอยู่่�ในสภาวะที่่� pH คงที่่� ความเค็็มเท่่ากัับ 0 psu และความ

เข้้มข้้นของแอมโมเนีียมเท่่ากัับ 0, 0.5 และ 1.0 มก.ต่่อลิิตร ตามลำดัับ พบว่่าค่่าโซนใสในแต่่ละชุุดการทดลองของแต่่ละ 

pH มีคีวามแตกต่่างอย่่างมีนีัยัสำคัญั (P<0.05) ยกเว้้น T4 ค่่าโซนใสไม่่แตกต่่างจาก T7 ดังันั้้�นความเข้้มข้้นของแอมโมเนียีม 

ที่่�เพิ่่�มขึ้้�นของแต่่ละชุุดทดลองโดยส่่วนใหญ่่มีีผลต่่อการสร้้างสารยัับยั้้�ง Vpa 

		ผ  ลของความเค็็มพิิจารณาจากชุุดการทดลองของ pH 6 (T1, T2 และ T3) pH 7 (T10, T11 และ T12) และ 

pH 9 (T28, T29 และ T30) ในสภาวะที่่� pH คงที่่� และแอมโมเนีียมเท่่ากัับ 0 มก.ต่่อลิิตร พบว่่าชุุดทดลองที่่�ความเค็็ม 

15 และ 30 psu มีีผลให้้ค่่าโซนใสในการยัับยั้้�ง Vpa มีีความแตกต่่างอย่่างมีีนััยสำคััญทางสถิิติิ (P<0.05) เมื่่�อเปรีียบเทีียบ

กัับความเค็็มที่่� 0 psu และเมื่่�อเปรีียบเทีียบความแตกต่่างของค่่าโซนใสที่่�ความเค็็ม 15 และ 30 psu ระหว่่าง T2 และ 

T3, T11 และ T12, T29 และ T30 พบว่่าไม่่มีีความแตกต่่างอย่่างมีีนััยสำคััญ (P>0.05) เนื่่�องจาก P. decumbens A5-1 

เป็็นราทนเค็็มสามารถเจริิญและรอดชีีวิิตได้้เมื่่�อมีีความเค็็มเพิ่่�มขึ้้�น แต่่ความเค็็มที่่�ไม่่เหมาะสมจะส่่งผลให้้การเจริิญของ

เส้้นใยลดลง ราจะป้้องกัันเซลล์์จากสิ่่�งแวดล้้อมและจุุลิินทรีีย์์อื่่�นด้้วยการสร้้างสปอร์์ ดัังรายงานค่่าความเค็็มที่่�เกิิน 5%  

ราจะป้้องกัันเซลล์์ให้้อยู่่�รอดโดยการสร้้างคลามายโดสปอร์์เพิ่่�มขึ้้�นและสร้้างเส้้นใยหาอาหารลดลง (Mandeel, 2006) 

สอดคล้้องกัับรายงานของ Gunde-Cimerman et al. (2000) พบว่่าในอาหารที่่�เพิ่่�มความเข้้มข้้นของเกลืือส่่งผลให้้ค่่า 

water activity (a
w
) ในอาหารลดต่่ำแต่่พบกิจกรรมการย่่อยเลืือด (hemolytic activity) และการยัับยั้้�งแบคทีีเรีีย  

(antibacterial activity) ของราสููงขึ้้�น (Sepcic et al., 2011)

		จ  ากผลการศึึกษาทั้้�ง pH ที่่�ค่่อนไปทางด่่าง ความเค็็มตั้้�งแต่่ 0-30 psu และความเข้้มข้้นของแอมโมเนีียมตั้้�งแต่่ 

0-1 มก.ต่่อลิิตร มีีผลต่่อปริมาณของสารยัับยั้้�งที่่�ราสร้้างขึ้้�น แอมโมเนีียมในอาหารจะเป็็นแหล่่งไนโตรเจนเพื่่�อการเจริญ

เติิบโตและสร้้างสารทุุติิยภููมิิให้้กับราสอดคล้้องกัับค่าโซนใสที่่�ยัับยั้้�ง Vpa กว้้างขึ้้�นตามความเข้้มข้้นของแอมโมเนีียม 

เพิ่่�มขึ้้�น การประยุุกต์์ใช้้ P. decumbens มีีข้้อได้้เปรียบเนื่่�องจากราสามารถใช้้แหล่่งไนโตรเจนได้้ทั้้�งสารอนิินทรีีย์์และ 

สารอิินทรีีย์์ เช่่น โปแตสเซีียมไนเตรท โซเดีียมไนเตรท ถั่่�วเหลืืองและเคซีีน (Mani et al., 2016) แอมโมเนีียมจะถููก 
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เปลี่่�ยนรููปด้้วยเมตาบอลิซิึมึของราได้้เป็็นสารประกอบไนโตรเจนที่่�ใช้้เป็น็สารตั้้�งต้้นในการสังัเคราะห์ส์ารทุตุิยิภููมิแิบ่ง่ตาม

โครงสร้้างและสารตั้้�งต้้นได้้แก่่ กลุ่่�ม steroids และ terpenoids, polyketides และกลุ่่�มที่่�มีีไนโตรเจนเป็็นองค์์ประกอบ

ซึ่่�งแบ่ง่เป็น็กลุ่่�มย่อ่ย คืือ peptides, indole-alkaloids, pyridines/pyridinones/piperazine/diketopiperazine และ 

pyrimidine/pyrimidinone (Xu et al., 2015) จากรายงานพบว่่า P. decumbens สร้้างสารในกลุ่่�ม polyketides 

ชนิิด decumbenones A และ B (Fujii et al., 2002) และในกลุ่่�ม peptides ชนิิด cyclopenicillone (Lin et al., 

2011)

ภาพที่่� 5 P. decumbens A5-1 สร้้างสารยัับยั้้�ง Vpa ในชุุดทดลอง pH 8 (ก) 

อาหาร MHB ที่่�มีีราและแบคทีีเรีียเจริิญร่่วมกัันในชุุด T21 และ T22 ที่่�เวลา 72 ชั่่�วโมง 

เปรีียบเทีียบกัับชุุดควบคุุม TC2 (ข และ ค)

		  การประยุุกต์์ใช้้ราในสภาวะจริงจะเป็็นการเจริิญร่่วมกัันของราและแบคทีีเรีียในน้้ำ ผู้้�วิิจััยได้้ศึึกษาความเข้้มข้้น

ของราในอาหารเหลว MHB ตามวิิธีีศึึกษาข้้อ 2.6 แสดงผลในตารางที่่� 2 พบว่่าที่่�ความเค็็ม 10 psu ในชุุดทดลอง T11 

และ T12 หลัังเติิม Vpa ลงในน้้ำเลี้้�ยงราที่่�ชั่่�วโมงที่่� 0 พบว่่า Vpa มีีจำนวน 4.29x103 และ 4.51x103 CFU/mL  

ในชั่่�วโมงที่่� 24, Vpa ลดจำนวนเหลืือเพีียง 80 และ 57 CFU/mL และมีีจำนวนลดลงอย่่างต่่อเนื่่�องจนถึึงชั่่�วโมงที่่� 96 เมื่่�อ

เปรีียบเทีียบกัับชุุด TC1 ที่่�ชั่่�วโมงต่่าง ๆ ตามลำดัับ ดัังนั้้�นที่่�ความเค็็ม 10 psu ความเข้้มข้้นของราในชุุด T11 (รา 4 ชิ้้�น 

มีีสปอร์์ 7.08x105 สปอร์์/มล.) และ T12 (รา 5 ชิ้้�น มีีสปอร์์ 1.36x106 สปอร์์/มล.) สามารถยัับยั้้�งและลดจำนวน Vpa 

ให้้น้้อยกว่่า 100 CFU/mL ได้้ตั้้�งแต่่ชั่่�วโมงที่่� 24 

		ที่่  �ความเค็็ม 20 psu ในชุุดทดลอง T21 และ T22 หลัังเติิม Vpa ลงในน้้ำเลี้้�ยงราที่่�ชั่่�วโมงที่่� 0 พบว่่า Vpa มีี

จำนวน 5.93x103 และ 4.56x103 CFU/mL ตามลำดัับ ชั่่�วโมงที่่� 24, Vpa ลดจำนวนเหลืือ 100 และ 63 CFU/mL และ

ไม่่พบ Vpa ตั้้�งแต่่ชั่่�วโมงที่่� 72 สัังเกตได้้จากอาหาร MHB ในชุุด T21 และ T22 ที่่�เวลา 72 ชั่่�วโมง มีีลัักษณะใสไม่่มีีตะกอน

เมื่่�อเปรีียบเทีียบกัับชุุดควบคุุม (ภาพที่่� 5 ข และ ค) ดัังนั้้�นที่่�ความเค็็ม 20 psu ความเข้้มข้้นของราในชุุด T21 (รา 4 ชิ้้�น 

มีีสปอร์์ 7.08x105 สปอร์์/มล.) และ T22 (รา 5 ชิ้้�น มีีสปอร์์ 1.36x106 สปอร์์/มล.) สามารถลดจำนวน Vpa ให้้น้้อยกว่่า

หรืือเท่่ากัับ 100 CFU/mL ได้้ตั้้�งแต่่ชั่่�วโมงที่่� 24 ซึ่่�งผลการทดลองที่่�ได้้มีีความแตกต่่างจากชุุดทดลองที่่�ความเค็็ม 30 psu 

พบว่่าในชุุดทดลอง T31 และ T32 หลัังเติิม Vpa ลงในน้้ำเลี้้�ยงราที่่�ชั่่�วโมงที่่� 0, Vpa มีีจำนวน 1.65x104 และ 1.37x104 

CFU/mL ชั่่�วโมงที่่� 24 และ 48 จำนวน Vpa ทั้้�ง 2 ชุุดการทดลองกลัับมีีจำนวนเพิ่่�มขึ้้�น และชั่่�วโมงที่่� 72 และ 96 ยัังพบ

จำนวน Vpa สููงถึึง 4.22x103 และ 1.36x103 CFU/mL ตามลำดัับ ดัังนั้้�นที่่�ความเค็็ม 30 psu รา P. decumbens A5-1 

ไม่่สามารถลดจำนวน Vpa ให้้น้้อยกว่่า 100 CFU/mL ได้้

		  ในชุุดทดลองที่่�มีีความเค็็ม 10 และ 20 psu ความเข้้มข้้นของสปอร์์ราที่่� 7.08x105 สปอร์์/มล. (4 ชิ้้�น) และ 

1.36x106 สปอร์์/มล. (5 ชิ้้�น) มีีประสิิทธิิภาพเพีียงพอที่่�จะยัับยั้้�ง Vpa ได้้มากกว่่าที่่�ความเค็็ม 30 psu เนื่่�องจากแบคทีีเรีีย

สกุุลวิิบริิโอจััดเป็็นกลุ่่�มที่่�เจริิญได้้ดีีที่่�ความเค็็มตั้้�งแต่่ 3-7% ของโซเดีียมคลอไรด์์ เซลล์์จะเกิิดความเครีียดและปรัับตััว เช่่น 

Vibrio brasiliensis สร้้างโปรตีีน MotY (the sodium-type flagella protein MotY) เพิ่่�มขึ้้�นซึ่่�งเป็็นโปรตีีนที่่�พบใน

เยื่่�อหุ้้�มเซลล์์ชั้้�นนอกมีีหน้้าที่่�ขัับเคลื่่�อน Na+ ให้้ได้้เป็็นพลัังงานใช้้ในการเคลื่่�อนที่่�ของแส้้ เมื่่�อมีีความเค็็มเพิ่่�มขึ้้�นแบคทีีเรีีย

polyketides และกล ุ  มท ี ่ ม ี ไ น โตร เจน เป นองค ประกอบซ ึ ่ ง แบ  ง เป นกล ุ  มย  อย  ค ื อ  peptides, indole-alkaloids, 

pyridines/pyridinones/piperazine/diketopiperazine และ pyrimidine/pyrimidinone (Xu et al., 2015)  จากรายงาน

พบวา P. decumbens สรางสารในกลุ ม polyketides ชนิด decumbenones A และ B (Fujii et al., 2002) และในกลุม 

peptides ชนิด cyclopenicillone (Lin et al., 2011) 

 

 
 

ภาพที่ 5 P. decumbens A5-1 สรางสารยับยั้ง Vpa ในชุดทดลอง pH 8 (ก) อาหาร MHB ทีมี่ราและ

แบคทีเรียเจรญิรวมกันในชดุ T21 และ T22 ทีเ่วลา 72 ชั่วโมง เปรียบเทียบกับชุดควบคุม TC2 (ข และ ค) 

 

        การประยุกตใชราในสภาวะจริงจะเปนการเจริญรวมกันของราและแบคทีเรียในน้ำ ผูวิจัยไดศึกษาความเขมขนของราใน

อาหารเหลว MHB ตามวิธีศึกษาขอ 2.6 แสดงผลในตารางท่ี 2 พบวาที่ความเค็ม 10 psu ในชุดทดลอง T11 และ T12 หลังเติม Vpa 

ลงในน้ำเลี้ยงราท่ีชั่วโมงท่ี 0 พบวา Vpa มีจำนวน 4.29x103 และ 4.51x103 CFU/mL  ในชั่วโมงท่ี 24, Vpa ลดจำนวนเหลือเพียง 80 

และ 57 CFU/mL และมีจำนวนลดลงอยางตอเนื่องจนถึงชั่วโมงที่ 96 เมื่อเปรียบเทียบกับชุด TC1 ที่ชั่วโมงตางๆ ตามลำดับ ดังนั้นท่ี

ความเค็ม 10 psu ความเขมขนของราในชุด T11 (รา 4 ชิ้น มีสปอร 7.08x105 สปอร/มล.) และ T12 (รา 5 ชิ้น มีสปอร 1.36x106 

สปอร/มล.) สามารถยับย้ังและลดจำนวน Vpa ใหนอยกวา 100 CFU/mL ไดต้ังแตชั่วโมงท่ี 24  

        ท่ีความเค็ม 20 psu ในชุดทดลอง T21 และ T22 หลังเติม Vpa ลงในน้ำเลี้ยงราท่ีชั่วโมงท่ี 0 พบวา Vpa มีจำนวน 5.93x103 

และ 4.56x103 CFU/mL ตามลำดับ  ชั่วโมงที่ 24, Vpa ลดจำนวนเหลือ 100 และ 63 CFU/mL  และไมพบ Vpa ตั้งแตชั่วโมงที่ 72  

สังเกตไดจากอาหาร MHB ในชุด T21 และ T22 ที่เวลา 72 ชั่วโมง มีลักษณะใสไมมีตะกอนเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ภาพท่ี 

5 ข และ ค) ดังนั้นที่ความเค็ม 20 psu ความเขมขนของราในชุด T21 (รา 4 ชิ้น มีสปอร 7.08x105 สปอร/มล.) และ T22 (รา 5 ชิ้น 

มีสปอร 1.36x106 สปอร/มล.) สามารถลดจำนวน Vpa ใหนอยกวาหรือเทากับ 100 CFU/mL ไดตั้งแตชั่วโมงที่ 24 ซึ่งผลการ 

ทดลองที่ไดมีความแตกตางจากชุดทดลองที่ความเค็ม 30 psu พบวาในชุดทดลอง T31 และ T32 หลังเติม Vpa ลงในน้ำเลี้ยงราท่ี

ชั่วโมงท่ี 0, Vpa มีจำนวน 1.65x104 และ 1.37x104 CFU/mL  ชั่วโมงท่ี 24 และ 48 จำนวน Vpa ท้ัง 2 ชุดการทดลองกลับมีจำนวน

เพิ่มขึ้น และชั่วโมงท่ี 72 และ 96 ยังพบจำนวน Vpa สูงถึง 4.22x103 และ 1.36x103 CFU/mL ตามลำดับ ดังนั้นที่ความเค็ม 30 psu 

รา P. decumbens A5-1 ไมสามารถลดจำนวน Vpa ใหนอยกวา 100 CFU/mL ได 

       ในชุดทดลองท่ีมีความเค็ม 10 และ 20 psu ความเขมขนของสปอรราท่ี 7.08x105 สปอร/มล. (4 ชิ้น) และ 1.36x106 สปอร/

มล. (5 ชิ้น) มีประสิทธิภาพเพียงพอที่จะยับยั้ง Vpa ไดมากกวาที่ความเค็ม 30 psu เนื่องจากแบคทีเรียสกุลวิบริโอจัดเปนกลุมท่ี

เจริญไดดีท่ีความเค็มตั้งแต 3-7% ของโซเดียมคลอไรด เซลลจะเกิดความเครียดและปรับตัว เชน Vibrio brasiliensis สรางโปรตีน 

MotY (the sodium-type flagella protein MotY) เพิ่มขึ้นซึ่งเปนโปรตีนที่พบในเยื่อหุมเซลลชั้นนอกมีหนาที่ขับเคลื่อน Na+ ให

ไดเปนพลังงานใชในการเคลื่อนที่ของแส เมื่อมีความเค็มเพิ่มขึ้นแบคทีเรียจะเคลื่อนที่เพิ่มขึ้นพบใน Vp และ Vibrio cholerae ดวย 

(Atsumi et al., 1992) นอกจากนี้ยังพบการแสดงออกของยีนสที่เกี่ยวของกับการสรางผนังเซลล เยื่อหุมเซลล การเพิ่มสารพันธุกรรม 

โปรตีนที่เกี่ยวของกับการเคลื่อนยายสารอนินทรียออกนอกเซลล และการซอมแซมเซลลดังนั้น Vpa จะซอมแซมเซลลและแบงตัวเพ่ิม

จำนวนสูงขึ้นเพ่ือการรอดชีวิต (Hu et al., 2022) ในสภาวะท่ีมีเกลือสูง 
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จะเคลื่่�อนที่่�เพิ่่�มขึ้้�นพบใน Vp และ Vibrio cholerae ด้้วย (Atsumi et al., 1992) นอกจากนี้้�ยัังพบการแสดงออก 

ของยีีนส์์ที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับการสร้้างผนังเซลล์์ เยื่่�อหุ้้�มเซลล์์ การเพิ่่�มสารพัันธุุกรรม โปรตีีนที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับการเคลื่่�อนย้้าย 

สารอนิินทรีีย์์ออกนอกเซลล์์ และการซ่่อมแซมเซลล์์ดัังนั้้�น Vpa จะซ่่อมแซมเซลล์์และแบ่่งตััวเพิ่่�มจำนวนสููงขึ้้�นเพื่่�อการ

รอดชีีวิิต (Hu et al., 2022) ในสภาวะที่่�มีีเกลืือสููง

		  ในชุุดทดลองที่่� 4 ผู้้�วิิจััยจึึงได้้เพิ่่�มความเข้้มข้้นของราเป็็น 6 ชิ้้�น มีีสปอร์์ 2.18x106 สปอร์์/มล. (T41), 7 ชิ้้�น  

มีีสปอร์์ 2.47x106 สปอร์์/มล. (T42) และ 8 ชิ้้�น มีีสปอร์์ 2.94x106 สปอร์์/มล. (T43) และปรัับใช้้ 2% ของ Vpa ที่่�จำนวน

เริ่่�มต้้น 1.5x108 CFU/mL ผลแสดงในตารางที่่� 3 พบว่่าจำนวน Vpa ของ TC4 ที่่�ชั่่�วโมงที่่� 0 และ 96 เท่่ากัับ 2.46x107 

และ 1.97x1010 CFU/mL พบจำนวนสููงสุุดที่่�ชั่่�วโมงที่่� 48 เท่่ากัับ 2.57x1010 CFU/mL หลัังเติิม Vpa ลงในน้้ำเลี้้�ยงรา

พบว่่าในชุุด T41 สามารถลดจำนวน Vpa ได้้ต่่ำสุุดที่่� 3.48x106 CFU/mL ในชั่่�วโมงที่่� 0 เท่่านั้้�น ส่่วนในชุุด T42 และ 

T43 ตั้้�งแต่่ชั่่�วโมงทื่่� 24 จำนวน Vpa ลดลงอย่่างต่่อเนื่่�องและชั่่�วโมงที่่� 96 ลดจำนวนเหลืือ 10 และ 27 CFU/mL  

ตามลำดับั ดังันั้้�นที่่�ความเค็ม็ 30 psu ความเข้้มข้้นของราในชุดุ T42 และ T43 ลดจำนวน Vpa ให้้น้้อยกว่่า 100 CFU/mL 

ได้้ที่่�ชั่่�วโมงที่่� 96 (ภาพที่่� 6) สอดคล้้องกัับรายงานของ Guo et al. (2023) รายงานว่่าสารทุุติิยภููมิิชนิิด viridicatol, 

cyclopenol และ cyclopenoin ที่่�ผลิิตจากรา Penicillium sp. Z2230 ซึ่่�งคััดแยกจากพืืชในทวีีปอาร์์กติิกมีีฤทธิ์์�ยัับยั้้�ง 

Vp, V. cholerae และ Vibrio vulnificus สารจะยัับยั้้�งการทำงานของเอนไซม์์ peptide deformylase (PDF) ไม่่ให้้ 

ตััดหมู่่� formyl group ออกจากปลายสายโปรตีีนในขบวนการสัังเคราะห์์โปรตีีนจึึงเป็็นการยัับยั้้�งการสัังเคราะห์์โปรตีีน 

ส่่งผลให้้แบคทีีเรีียไม่่สามารถเจริิญเติิบโตได้้ (Durand et al., 1999) 

ตารางที่่� 2	ความเข้้มข้้นของ P. decumbens A5-1 และเวลาในการยัับยั้้�ง Vpa ที่่�ความเค็็มระดัับ 

			   ต่่าง ๆ  

จำนวน Vibrio parahaemolyticus (CFU/mL) ที่่�เวลา 0-96 ชั่่�วโมง (Vpa เริ่่�มต้้น 1.5x106 CFU/mL)

เวลา MHB
sw

10 psu MHB
sw

20 psu MHB
sw

30 psu

hr TC1
ควบคุุม

T11 T12 TC2
ควบคุุม

T21 T22 TC3
ควบคุุม

T31 T32

0

24

48

72

96

2.55x105 

3.76x108 

5.47x108 

2.31x108 

1.85x108

4.29x103 

80* 

23* 

0* 

97* 

4.51x103 

57* 

3* 

0* 

10* 

3.03x105 

5.59x108 

3.09x108 

2.74x108 

2.09x108 

5.93x103 

100* 

133* 

0* 

0* 

4.56x103 

63* 

0* 

0* 

0* 

2.42x105 

3.70x108 

6.12x108 

3.33x108 

2.15x108 

1.65x104 

2.72x105 

4.88x105 

5.05x103 

4.22x103 

1.37x104 

2.15x105 

3.81x105 

4.82x103 

1.36x103 

หมายเหตุุ : * ความเข้้มข้้นที่่� 100 ได้้จำนวนโคโลนีีน้้อยกว่่า 30 โคโลนีี/มล.

ตารางที่่� 3	ความเข้้มข้้นของ P. decumbens A5-1 และเวลาในการยัับยั้้�ง Vpa ที่่�ความเค็็ม 30 psu 

จำนวน Vibrio parahaemolyticus (CFU/mL) ที่่�เวลา 0-96 ชั่่�วโมง (Vpa เริ่่�มต้้น 1.5 x 108 CFU/mL)

เวลา MHB
sw

30 psu

hr TC4 ควบคุุม T41 T42 T43  

0

24

48

72

96

2.46x107 

1.59x108 

2.57x1010 

2.21x1010 

1.97x1010 

3.48x106 

6.09x107 

1.22x109 

1.14x108 

1.1x107 

2.86x105 

6.34x104 

5.3x103 

1.36x103 

10* 

1.85x105 

7.06x104 

3.26x103 

1.45x103 

27* 

หมายเหตุุ : * ความเข้้มข้้นที่่� 100 ได้้จำนวนโคโลนีีน้้อยกว่่า 30 โคโลนีี/มล.
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ภาพที่่� 6 ความเข้้มข้้นของ P. decumbens A5-1 และเวลาในการยัับยั้้�ง Vpa ที่่�ความเค็็ม 30 psu 

		ผ  ลของการเจริิญร่่วมกัันในอาหารเหลวระหว่่าง P. decumbens A5-1 และ Vpa สามารถประยุุกต์์ใช้้รา 

ในการเตรีียมน้้ำและบำบััดน้้ำที่่�ผ่่านการเพาะเลี้้�ยงกุ้้�งที่่�ระดัับความเค็็มต่่าง ๆ ในกุ้้�งระยะ postlarval (15-20 psu) และ

กุ้้�งตััวเต็็มวััย (5-10 psu) เนื่่�องจากราเจริิญได้้ในสภาพแวดล้้อมเดีียวกัับกุ้้�ง เช่่น pH ความเค็็ม และใช้้แอมโมเนีียมจากน้้ำ

เพาะเลี้้�ยงกุ้้�งเป็น็แหล่ง่ไนโตรเจนเพื่่�อการเจริญิเติบิโตของรา ความเข้้มข้้นของราที่่�ใช้้ขึ้้�นกับัความเค็ม็ที่่�เพิ่่�มขึ้้�นและปริมิาณ 

Vp โดยเฉลี่่�ยในน้้ำ ความเค็็มที่่�เพิ่่�มขึ้้�นจะกระตุ้้�นให้้ราสร้้างสปอร์์และสารยัับยั้้�ง Vp ได้้ ซึ่่�งต้้องมีีการศึึกษาเพิ่่�มเติิม 

เกี่่�ยวกับัความเข้้มข้้นของราและเวลาที่่�ให้้ราเจริญิเติบิโตและสร้้างสารยัับยั้้�งในระบบเพาะเลี้้�ยงจริง ด้้านความปลอดภััยใน

แง่่การก่่อโรคของราในสััตว์์น้้ำเป็็นเรื่่�องจำเป็็นที่่�ต้้องศึึกษาในลำดัับถััดไป ซึ่่�งปััจจุุบัันมีีการประยุุกต์์ใช้้รา P. decumbens 

URM 6018 ร่่วมกัับ Mucor subtilissimus URM 4133, Mucor sp. URM 4146, Mucor guilliermondii URM 5848 

และ Aspergillus viride-nutans URM 6629 ที่่�คััดแยกได้้จากอาหารรวม 5 สายพัันธุ์์� นำมาย่่อยเคซีีนในนมแพะจนได้้

เปปไทด์์ที่่�ขนาดโมเลกุุล 3 ถึึง 10 กิิโลดาลตััน พบว่่ามีีฤทธิ์์�ยัับยั้้�งแบคทีีเรีียแกรมลบ ลดความดัันโลหิิต และเป็็นสารต้้าน

อนุมุููลอิิสระ (Gomes et al., 2022) การประยุุกต์์ใช้้ราเพื่่�อเพิ่่�มมููลค่่าในอาหารคนและอาหารสััตว์์ที่่�ส่ง่เสริิมการเจริญิและ

กระตุ้้�นระบบภููมิิคุ้้�มกัันจึึงเป็็นแนวทางหนึ่่�งที่่�น่่าสนใจในอนาคต

4. สรุุป
		จ  ากการคััดแยกราจากนาเกลืือ อำเภอท่่าใหม่่ จัังหวััดจัันทบุุรีี ช่่วงเดืือนตุุลาคม 2560 ถึึงเดืือนกรกฎาคม 2561 

พบว่่าราสายพัันธุ์์� A5-1 เป็็นสายพัันธุ์์� Penicillium decumbens A5-1 ที่่�สร้้างเอนไซม์์ได้้หลายชนิิดเป็็นราทนเค็็ม 

เจริิญได้้ที่่�ความเค็็ม 0-60 psu P. decumbens A5-1 สามารถยัับยั้้�ง Vp ที่่�คััดแยกจากกุ้้�งที่่�ป่่วยเป็็นโรค EMS ได้้ด้้วย

เทคนิิค dual culture ราสามารถเจริิญและสร้้างสารยัับยั้้�ง Vpa ในสภาพแวดล้้อมที่่�เหมาะสมต่่อการเจริิญของกุ้้�งได้้ที่่� 

pH 6-9 ปริมาณแอมโมเนีียม 0-1.0 มก.ต่่อลิิตร และความเค็็ม 0-30 psu พบว่่าทั้้�ง pH ปริิมาณแอมโมเนีียมและ 

ความเค็็มมีีผลต่่อการสร้้างสารยัับยั้้�งของรา ในการศึึกษาการเจริิญร่่วมกัันในอาหารเหลวพบว่่าราสามารถยัับยั้้�ง Vp ที่่�มีี

จำนวนเริ่่�มต้้นตั้้�งแต่่ 105-107 CFU/mL ความเข้้มข้้นของราและเวลาที่่�ใช้้ควบคุุมจะแตกต่่างกัันขึ้้�นกัับความเค็็มของน้้ำ

เพาะเลี้้�ยงและความเข้้มข้้นของ Vp เริ่่�มต้้น ดัังนั้้�นสามารถประยุุกต์์ใช้้รา P. decumbens A5-1 เพื่่�อยัับยั้้�ง Vp ที่่�เป็็น

สาเหตุุของโรค EMS ที่่�ปนเปื้้�อนในการเพาะเลี้้�ยงกุ้้�งทะเลได้้

5. เอกสารอ้้างอิิง
Abdel-Aziz, F.A. (2008). Diversity of aquatic fungi on Phragmites australis at lake Manzala, Egypt.  

		  Sydowia, 60(1): 1-14.

Adiwidjaya, D., Raharjo, S.P., Sutikno, E., & Subiyanto, S. (2003). Technical guidelines for  

		  environmentally friendly closed system vannamei shrimp farming. Ministry of Marine  

		  Affairs and Fisheries, Directorate General of Aquaculture. (Jepara: Center for Brackish Water  

		  Cultivation Development) p. 29 [in Indonesia]

 
ภาพที่ 6 ความเขมขนของ P. decumbens A5-1 และเวลาในการยบัยั้ง Vpa ทีค่วามเค็ม 30 psu  

 

ผลของการเจริญรวมกันในอาหารเหลวระหวาง P. decumbens A5-1 และ Vpa สามารถประยุกตใชราในการเตรียมน้ำ

และบำบัดน้ำที่ผานการเพาะเลี้ยงกุงที่ระดับความเค็มตางๆ ในกุงระยะ postlarval (15-20 psu) และกุงตัวเต็มวัย (5-10 psu) 

เนื่องจากราเจริญไดในสภาพแวดลอมเดียวกับกุง เชน pH ความเค็ม และใชแอมโมเนียมจากน้ำเพาะเลี้ยงกุงเปนแหลงไนโตรเจน

เพื่อการเจริญเติบโตของรา ความเขมขนของราที่ใชขึน้กับความเค็มที่เพิ่มขึ้นและปริมาณ Vp โดยเฉลี่ยในน้ำ ความเค็มที่เพิ่มขึ้นจะ

กระตุนใหราสรางสปอรและสารยับยั้ง Vp ได ซึ่งตองมีการศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับความเขมขนของราและเวลาที่ใหราเจริญเติบโต

และสรางสารยับย้ังในระบบเพาะเลี้ยงจริง ดานความปลอดภัยในแงการกอโรคของราในสัตวน้ำเปนเรื่องจำเปนท่ีตองศึกษาในลำดับ

ถัดไป ซ่ึงปจจุบันมีการประยุกตใชรา P. decumbens URM 6018 รวมกับ Mucor subtilissimus URM 4133, Mucor sp. URM 

4146, Mucor guilliermondii URM 5848 และ Aspergillus viride-nutans URM 6629 ที่คัดแยกไดจากอาหารรวม 5 สาย

พันธุ นำมายอยเคซีนในนมแพะจนไดเปปไทดที่ขนาดโมเลกุล 3 ถึง 10 กิโลดาลตัน พบวามีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบ ลดความ

ดันโลหิต และเปนสารตานอนุมูลอิสระ (Gomes et al., 2022) การประยุกตใชราเพื่อเพิ่มมูลคาในอาหารคนและอาหารสัตวท่ี

สงเสริมการเจริญและกระตุนระบบภูมิคุมกันจึงเปนแนวทางหนึ่งท่ีนาสนใจในอนาคต 

 

4. สรุป 
         จากการคัดแยกราจากนาเกลือ อำเภอทาใหม จังหวัดจันทบุรี ชวงเดือนตุลาคม 2560 ถึงเดือนกรกฎาคม 2561 พบวารา

สายพันธุ A5-1 เปนสายพันธุ Penicillium decumbens A5-1 ท่ีสรางเอนไซมไดหลายชนิดเปนราทนเค็มเจริญไดที่ความเค็ม 0-

60 psu  P. decumbens A5-1 สามารถยับยั้ง Vp ที่คัดแยกจากกุงที่ปวยเปนโรค EMS ไดดวยเทคนิค dual culture ราสามารถ

เจริญและสรางสารยับยั้ง Vpa ในสภาพแวดลอมที่เหมาะสมตอการเจริญของกุงไดท่ี pH 6-9 ปริมาณแอมโมเนียม 0-1.0 มก.ตอ

ลิตร และความเค็ม 0-30 psu พบวาทั้ง pH ปริมาณแอมโมเนียมและความเค็มมีผลตอการสรางสารยับยั้งของรา ในการศึกษาการ

เจริญรวมกันในอาหารเหลวพบวาราสามารถยับยั้ง Vp ที่มีจำนวนเริ่มตนตั้งแต 105-107 CFU/mL ความเขมขนของราและเวลาท่ี

ใชควบคุมจะแตกตางกันขึ้นกับความเค็มของน้ำเพาะเลี้ยงและความเขมขนของ Vp เริ ่มตน ดังนั้นสามารถประยุกตใชรา P. 

decumbens A5-1 เพ่ือยับย้ัง Vp ท่ีเปนสาเหตุของโรค EMS ท่ีปนเปอนในการเพาะเลี้ยงกุงทะเลได 
 

5. เอกสารอางอิง 
Abdel-Aziz, F.A. (2008). Diversity of aquatic fungi on Phragmites australis at lake Manzala, Egypt. Sydowia, 

60(1): 1-14. 

Adiwidjaya, D., Raharjo, S.P., Sutikno, E., & Subiyanto, S. (2003). Technical guidelines for environmentally 

 friendly closed system vannamei shrimp farming. Ministry of Marine Affairs and Fisheries, 

 Directorate General of Aquaculture. (Jepara: Center for Brackish Water Cultivation Development) p. 29 

 [in Indonesia] 
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